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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(§) Kombinierte Verwendung von Enzyminhibitoren zurTherapie von Autoimmunerkrankungen, bei 
Transplantationen und Tumorerkrankungen sowie Kombinationen von Enzyminhibitoren umfassende 
pharmazeutische Zubereitungen 
® Die Erfindung beinhaltet ein Verfahren, bei dem durch 
die gleichzeitige und gemeinsame Hemmung von Enzym- 
aktivitaten der (I) Alanyl-Aminopeptidase und Dipeptidyl- 
peptidase IV, (II) der Dipeptidylpeptidase IV und des An- 
giotensin-konvertierenden Enzyms, (III) der Dipeptidyl- 
peptidase IV und Prolyloligopeptidase sowie (IV) der Di- 
peptidylpeptidase IV und der X-Pro-Aminopeptidase die 
DNS-Synthese und damit die Proliferation von mononu- 
klearen Zellen (MNZ) als auch von T-Zellen in einem Aus- 
malS hemmt, das durch die einzelne Applikation dieser 
Enzyminhibitoren - auch bei hoherer Dosierung - nicht er- 
reicht werden kann. Obgleich die genannten Inhibitoren 
letztendlich den gleichen Prozess, namlich die DNS-Syn- 
these und damit die Proliferation von Immunzellen, be- 
einflussen, ist dieser Effekt bei einzelner Applikation der 
Inhibitoren nicht vollstandig und nicht dauerhaft. Aus der 
funktionellen Uberschneidung der enzymatischen Aktivi- 
taten resultiert, wie unsere Daten zeigen, eine additive/su- 
peradditive Hemmwirkung auf DNS-Synthese und Proli- 
feration aus der gleichzeitigen Hemmung mehrerer der 
genannten Enzyme. 

Unsere Erfindung zeigt, dass zur Therapie von Autoim- 
mun- und chronischen Erkrankungen mit entzundlicher 
Genese sowie zur Behandlung von AbstolSungsepisoden 
nach Transplantation die gleichzeitige Applikation von 
Hemmstoffen der oben genannten Enzyme bzw. entspre- 
chender Zubereitungen und Darreichungsformen daraus 
geeignet sind. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung beschreibt die kombinierte Hemmung von Enzymaktivitaten der Aminopeptidase N (APN, EC 
3.4. 11 .2, CD13), der Dipeptidylpeptidase N (DP IV, EC 3.4. 14.5, CD26), der Prolyloligopeptidase (POP, Prolylcndopcp- 
5 tidase, PEP, EC 3.4.21.26), der membranstandigen Aminopeptidase P (X-Pro-Aminopeptidase, APP, XPNPEP2, EC 
3.4.11.9) und des Angioten'sin-konvertierenden Enzyms, (angiotensin-converting enzyme, ACE, EC 3.4.15.1, CD156) 
durch die simultane Applikation von jeweils spezifischen Inhibitoren dieser Enzyme auf der Basis von Aminosaurederi- 
vaten, Peptiden oder Peptidderivaten, durch welche die Aktivierung, die DNS-Synthesc und damit die Proliferation von 
Immunzellen supprimiert wird 

10 [0002] Fur alle Erkrankungen mit Autoimmunpathogenese gilt, dass eine Aktivierung und Proliferation von Immun- 
zellen, insbesondere von autoreaktiven T-Zellen, dem Krankheitsprozess zugrunde liegen bzw. diesen ausmachen. Die 
gleichen Mechanismen kommen bei akuten bzw. chronischen AbstoBungsepisoden nach Organtransplantation zur Wir- 
kung. w " " 

[0003] Es ist gezeigt worden, dass im Prozess der Aktivierung und klonalen Expansion von Immunzellen, insbeson- 
15 dere von T-Lymphozyten membranstandige Peptidasen wie DP IV oder APN eine Schlusselrolle spielen [Fleischer B: 
CD26 a surface protease involved in T-cell activation. Immunology Today 1994; 15: 180-184; Lendeckel U et ah: Role 
of alanyl aminopeptidase in growth and function of human T cells. International Journal of Molecular Medicine 1999; 4: 
17-27; Riemann D et al.: CD13 - not just a marker in leukemia typing. Immunology Today 1999; 20: 83-88]. Verschie- 
dene Funktionen mitogen-stimulierter mononuklearer Zellen (MNZ) oder angereicherter T-Lymphozyten wie DNS-Syn- 
20 these, Produktion und Sekretion von immunstimulierenden Zytokinen (IL-2, IL-6, IL-12, IFN-y) und Helferfunktionen 
fur B-Zellen (IgG- und IgM-Synthese) konnen in Gegenwart von spezifischen Inhibitoren der DP IV und der APN ge- 
hemmt werden [Schon E et al.: The dipeptidyl peptidase IV, a membrane enzyme involved in the proliferation of T lym- 
phocytes. Biomed. Biochim. Acta 1985; 2: K9-K15; Schon E et al: The role of dipeptidyl peptidase IV in human T lym- 
phocyte activation. Inhibitors and antibodies against dipeptidyl peptidase IV suppress lymphocyte proliferation and im- 
25 munoglobulin synthesis in vitro Eur. J. Immunol. 1987; 17: 1821-1826; Reinhold D et al.: Inhibitors of dipeptidyl pep- 
tidase IV induce secretion of transforming growth factor p 1 in PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immunology 1 997 ; 
91: 354-360; Lendeckel U et al • Induction of the membrane alanyl aminopeptidase gene and surface expression in hu- 
man T-cells by mitogenic activation. Biochem. J. 1996; 319: 817-823; Kahne T et al.: Dipeptidyl peptidase IV: A cell 
surface peptidase involved in regulating T cell growth (Review). Int. J. Mol. Med. 1999; 4: 3-15; Lendeckel U et al.: 
30 Role of alanyl aminopeptidase in growth and function of human T cells (Review). Int. J. Mol. Med. 1999; 4: 17-27]. 
[0004] Es ist bereits bekannt, dass die Behandtung von Autoimmunerkrankungen und AbstoBungsreaktionen nach 
Transplantationen durch die Hemmung der auf Immunzellen lokalisierten Dipeptidylpeptidase IV mittels synthetischcr 
Inhibitoren teilweise moglich ist (z.B. EP764151 Al, WO 09529691, EP 731789 Al, EP 528858). Fur die Enzyme 
Aminopeptidase N, "angiotensin-converting enzyme", X-Pro-Aminopeptidase und Prolyloligopeptidase sind soiche Ef- 
35 fekte bisher nicht bekannt. 

[0005] Der Erfindung Uegt der iiberraschende Behind zugrunde, dass die Gleichzeitige Hemmung der enzymatischen 
Aktivitaten von (I) Dipeptidylpeptidase IV und Aminopeptidase N, (H) der Dipeptidylpeptidase IV und des "angiotensin- 
converting enzym", (IE) der Dipeptidylpeptidase IV und der Prolyloligopeptidase sowie (IV) der Dipeptidylpeptidase IV 
und der X-Pro-Aminopeptidase die DNS-Synthesc und damit die Proliferation von mononuklearen Zellen (MNZ) als 
40 auch von T-Zellcn in eincm AusmaB hemmt, das durch die einzelne Applikation dieser Enzyminhibitorcn - auch bei ho- 
herer Dosierung - nicht erreicht werden kann. Obgleich die genannten Inhibitoren letztendlich den gleichen Prozess, 
namlich die DNS-Synthese und damit die Proliferation von Immunzellen, beeinflussen, ist dieser Effekt bei einzelner 
Applikation der Inhibitoren wesentlich schwacher ausgepragt und nicht daucrhaft. Wegcn der funktionellcn Uberschnei- 
dung der enzymatischen Aktivitaten der genannten Enzyme resultiert, wie unsere Daten zeigen, eine superadditive 
45 Hemmwirkung auf DNS-Synthese und Proliferation aus der gleichzeitigen Hemmung von zwei oder mehreren dieser 
Enzyme. 

[0006] Unsere Erfindung zeigt, dass zur Therapie von Autoinunun- und cntzundlichen Erkrankungen sowie zur Bc- 
handlung von AbstoBungsepisoden nach Transplantation die gleichzeitige Applikation von Hemmstoffen der oben ge- 
nannten Enzyme bzw. entsprechender Zubereitungen und Darreichungsformen daraus geeignet sind. 
50 [0007] Tm einzelnen liegen der Erfindung die Befunde zugrunde, dass die DNS-Synthese von MNZ und T-Zellen durch 
die simultane Administration von Inhibitoren der enzymatischen Aktivitat von 

I. Dipeptidylpeptidase IV und Aminopeptidase N, 
n. Dipeptidylpeptidase IV und Angiotensin-konvertierendem Enzym, 
55 III. Dipeptidylpeptidase IV und Prolyloligopeptidase 

IV. Dipeptidylpeptidase IV und X-Pro-Aininopeptidase in superadditiver Weise inhibiert wird. 

[0008] Die Applikation von Enzyminhibitoren stellt bei den genannten Erkrankungen eine neuartige Methode und er- 
ganzende Therapieform dar. 

60 [0009] Die erfindungsgemaB applizierten Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV, der Aminopeptidase N, der Prolylo- 
ligopeptidase, des "angiotensin-converting enzym" und der X-Pro-Aminopeptidase konnen in pharmazeutisch anwend- 
baren Formulierungskomplexen als Inhibitoren, Substrate, Pseudosubstrate, inhibitorisch wirkende Peptide und Peptid- 
derivate sowie als Antikorper dieses Enzyms zur Anwendung kommen. Bevorzugte Effektoren sind beispielsweise fur 
die DP IV Xaa-Pro-Dipeptide entsprechende Derivate, vorzugsweise Dipeptidphosphonsaurediaryiester und deren 

65 Salze, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (n = 0- 10), entsprechende Derivate und deren Salze bzw. Aminosaure (Xaa)- 
amide, entsprechende Derivate und deren Salze, wobei Xaa eine a-Aminosaure/Iminosaure bzw. ein a-Aminosaurede- 
rivat/hmnosauredcrivat, vorzugsweise IS^-^Nitrobcnzyloxycarbonyl-L-Lysin, L-Prolin, L-Tryptophan, L-Isoleucin, L- 
Valin ist und als Amidstruktur cyclische Amine, z. B. Pyrrolidin, Piperidin, Thiazolidin und deren Derivate. Derartige 
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Verbindungen und deren Herstellung wurden in einem friiheren Patent beschrieben (K. Neubert et al. DD 296 075 A5). 
[0010] Die Inhibitoren werden simultan mit bekannten TYagerstoffen verabreicht. Die Verabreichung erfolgt einerseits 
als topische Applikation in Form von z. B. Cremes, Salben, Pasten, Gelen, Losungen, Sprays, liposomen, Schuttelrnix- 
turen, Hydrokolloidverbanden bzw. anderen dermatologischen Grundlagen/Vchikcln cinschlieBlich instilativer Applika- 
tion und andcrerseits als systemische Applikation zur oralen, transdermalcn, intravenoscn, subcutancn, intracutanen, in- 
tramuskularen Anwendung in geeigneten Rezepturen bzw. in geeigneter Galenik. 

Ausfuhrungsbcispicle 

Deispiel 1 

Inhibicrung der DNS-Synthcsc von humanen T-Lymphozyten durch Inkubation mit synthetischen Inhibitoren der DP IV 

undderAPN 

[0011] Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner peripherer T-Lymphozyten durch die simul- 
tane Administration von Inhibitoren der DP IV ^ys[Z(N02)]-thiazolidid = 149) und APN (Actinonin) in superadditiver 
Weise gehenunt wird. Die T-Zellen wurden 72 h in Gegenwart der genannten Inhibitoren inkubiert und anschlieBend 
iiber die Messung der 3 [PI]-Thymidin-Inkorporalion die DNS-Synthese beslinimL, wie bei Reinhold et al. beschrieben 
(Reinhold D et al.: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of transforming growth factor 01 in PWM-sti- 
mulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91: 354-360). Abb. 1 zeigt die dosisabhangige, superadditive Hem- 
mung der DNS-Synthese. 

Abb.l 

[0012] Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und der Aminopeptidase N (Acti- 
nonin) auf die DNS-Synthese humaner T-Lymphozyten. Humane periphere T-Zellen wurden uber drei Tage mit den an- 
gegebenen Konzentrationen der Inhibitoren inkubiert. AnschlieBend wurde dem Kulturmedium 3 [H]-Methyl-Thymidin 
zugesetzt und nach weiteren 6 Stundcn die in die DNS cingebaute Menge an 3 [H]-Thymidin gemessen. 
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Beispiel 2 

Inhibicrung der DNS-Synthese von humanen peripheren mononuklcarcn Zcllen durch Inkubation mit synthetischen In- 
hibitoren der DP IV und der APN 

[0013] Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner peripherer mononuklearer Zellen (MNZ) 
durch die simultane Administration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N0 2 )]-thiazolidid = 149) und APN (Actinonin) in 
superadditiver Weise gehemrnt wird. Die MNZ wurden 72 h in Gegenwart der genannten Inhibitoren inkubiert und an- 
schlieBend uber die Messung der 3 [H]-Thymidin-Inkorporation die DNS-Synthese bestimmt, wie bei Reinhold et al. be- 
schrieben (Reinhold D et al : Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of transforming growth factor 01 in 
PWM-slimulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91 : 354-360). Abb. 2 zeigt die dosisabhangige, superadditive 
Herainung der DNS-Synthese. 

Abb. 2 



[0014] Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) U nd der APN (Actinonin) auf die 
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DNS-Synthese humaner mononuklearer Zellen (MNZ). Humane MNZ wurdcn iiber drei Tage mit den angegebenen 
Konzentrationen der Inhibitoren inkubierl. AnschlieBend wurde dem Kulturmedium 3 [H)-Memyl-Thyrnidin zugesetzt 
und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an 3 [H]-Thymidin gemessen. 




Actinonin [pM] 

25 



Beispiel 3 



Inhibierung der DNS-Synthese von humanen T-Lymphozyten durch Inkubation mit synthetischen Inhibitoren der DP IV 
30 und der POP 



[0015] Unserc Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner T-Lymphozyten durch die simultanc Admi- 
nistration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N02)]-thiazolidid = 149) und der Prolyioligopeplidase (Boc-Ala-Thiazoli- 
did) in superadditiver Weise gehemmt wird. Die T-Zeilen wurden 72 h in Gegenwart der genannten Inhibitoren inkubiert 
35 und anschlieBend iiber die Messung der 3 [H]-Thymidin-Inkorporation die DNS-Synthese bestimmt, wie bei Reinhold et 
al bcschrieben (Reinhold D et al.: Inhibitors of dipcptidyl peptidase IV induce secretion of transforming growth factor 
01 in PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91: 354-360). Abb, 3 zeigt die dosisabhangige, supe- 
radds ve Hemmung der DNS-Synthese. 

40 Abb. 3 



[0016] Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und der Prolyioligopeplidase (Boc- 
Ala-Thia) auf die DNS-Synthese humaner pcripherer T-Lymphozyten. Humane T-Zellen wurdcn iiber drei Tage mit den 
angegebenen Konzentrationen der Inhibitoren inkubiert. AnschlieBend wurde dem Kulturmedium 3 [H]-Methyl-Thymi- 
45 din zugesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an 3 [H]-Thymidin gemessen. 
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Beispiel 4 

Inhibierung der DNS-Synthese von humanen peripheren mononuklearen Zellen durch Inkubation mit synthetischen In- 

hibitoren der DP IV und der POP 

[0017] Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner peripherer mononuklearer Zellen (MNZ) 
durch die simultane Administration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N0 2 )]-thiazolidid = 149) und der Prolylohgopep- 
tidase (Boc-Ala-Thiazolidid) in supcradditi ver Weise gchemmt wird. Die MNZ wurden 72 h in Gegenwart der genannten 
Inhibitoren inkubiert und anschlicBend uber die Mcssung der 3 [H]-Thynudin-Inkorporation die DNS-Synthese be- 
stimmt, wie bei Reinhold et al beschrieben (Reinhold D et al.: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of 
transforming growth factor pi in PWM-stim dated PBMNC and T cells. Immunology 1 997; 91 : 354-360). Abb. 4 zeigt 
die dosisabhangige, superadditive Hemmung der DNS-Synthese. 

Abb. 4 

[0018] Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und der Prolyloligopeptidase (Boc- 
Ala-Thia) auf die DNS-Synthese humaner mononuklearer Zellen (MNZ). Humane MNZ wurden uber drei Tage mit den 
angegebenen Konzentrationen der Inhibitoren inkubiert. AnschlieBend wurde dein Kulturmedium 3 [H]-Methyl-Thymi- 
din zugesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an [H]-Thymidin gemessen. 
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Beispiel 5 

Inhibierung der DNS-Synthese von humanen T-Lymphozyten durch Inkubation mit synthetischen Inhibitoren der DP IV 45 

unddesACE 

[0019] Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner T-Lymphozyten durch die simultane Admi- 
nistration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N02)]-thiazolidid = 149) und des Angiotensin-konvertierenden Enzyms 
(Captopril) in superaddi river Weise gehemmt wird. Die T-Zellen wurden 72 h in Gegenwart der genannten Inhibitoren 50 
inkubiert und anschlicBcnd uber die Messung der 3 [H]- r niymidin-Inkorporation die DNS-Synthcsc bestimmt, wie bei 
Reinhold et al. beschrieben (Reinhold D et al.: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of transforming 
growth factor pi in PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91: 354-360). Abb. 5 zeigt die dosisab- 
hangige, superadditive Hemmung der DNS-Synthese. ^ 

Abb. 5 

[0020] Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und des Angiotensin-konvertieren- 
den Enzyms (Captopril) auf die DNS-Synthese humaner peripherer T-Lymphozyten. Humane T-Zellen wurden uber drei 
Tage mit den angegebenen Konzentrationen der Inhibitoren inkubiert. AnschlieBend wurde dem Kultunnedium [H]- 60 
Methyl-Thymidin zugesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an 3 [H]-Thymidin gemes- 
sen. 
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Beispicl 6 

Inhibierung der DNS-Synthese von humanen peripheren mononuklearen Zellen durch Inkubation mit synthetischen In- 

hibitoren der DP IV und des ACE 



[0021] Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner peripherer mononuklearer Zellen (MNZ) 
30 durch die simultane Administration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N0 2 )]-thiazolidid = 149) und des Angiotensin- 
konvertierenden Enzyms (Captopril) in superadditiver Weise gehemmt wird. Die MNZ wurden 72 h in Gegenwart der 
genanntcn Inhibitoren inkubiert und anschlieBend iiber die Messung der 3 [H]-Tbymidin-Inkorporation die DNS-Syn- 
these bestimmt, wie bei Reinhold et al. beschrieben (Reinhold D et al.: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce se- 
cretion of transforming growth factor pi in PWM- stimulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91: 354-360). 
35 Abb. 6 zeigt die dosisabhangige, superadditive Hemmung der DNS-Synthese. 

Abb. 6 L 



[0022] Synergistischer und dosisabhangigcr Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und des Aangiotensin-konvcrue- 
40 renden Enzyms (Captopril) auf die DNS-Synthese humaner mononuklearer Zellen (MNZ). Humane MNZ wurden iiber 
drei Tage mit den angegebenen Konzentrationen der Inhibitoren inkubiert. AnschlieBend wurde dem Kulturmedium 
3 [H]-Methyl-Thymidin zugesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an 3 [H]-Thymidin ge- 
messcn. 
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Bcispiel 7 

Hemmung der Proliferation von humanen peripheren mononuklearen Zeilen (MNZ) durch die einzelne und gleichzeitige 
Gabc von Hcmmstoffen dcr DP IV (149 = Lys[Z(N02)]-thiazolidid) und APN (Actinonin) 

Abb. 7 



[0023] Die MNZ wurden iibcr cinen Zeitraum von 72 h ohne Zusatz (Kontrolle), mit dem mitogenen Lektin Phytoha- 
magglutinin (PHA) bzw. nut PHA und den angegebencn Inhibitoren inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung 
der Zahl metabolisch akti ver Zeilen unter Verwendung des kommerziell verfugbaren WST- 1 Zell-Proliferations-Assays 10 
(Takara Inc.) nach Angaben des Herstellers. 
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dem Kulturmedium zugesetzte Effektoren 

Beispiel 8 40 

Hemmung der Proliferation der humanen T-Zelllinie KARPAS-299 durch die einzelne und gleichzeitige Gabe von 
Hemmstoffen dcr DP IV (149 = Lys[Z(N0 2 )]-thiazolidid) und APN (Actinonin und Probestin) 

Abb. 8 45 

[0024] Die KARPAS-299-Zellcn wurden iiber cinen Zeitraum von 72 h ohne Zusatz (Kontrolle) bzw. in Gegenwart der 
angegebenen Inhibitoren einzeln sowie in Kombination inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Zahl me- 
tabolisch aktiver Zeilen unter Verwendung des kommerziell verfugbaren WST- 1 Zell-Proliferations-Assays (Takara Inc.) 
nach Angaben des Herstellers. 50 
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dem Kulturmedium zugesetzte Effektoren 



Beispiel 9 

30 

Hemmung der Proliferation aktivierter, humaner peripherer T-Zellen durch die einzelne bzw. gleichzeitige Gabe von 
Hcmmstoffen der DP IV (149 = Lys[Z(N0 2 )]-thiazolidid) und APN (Actinonin und Probestin) 

Abb. 9 

35 

[0025] Die T-Zcllcn wurden mit Ausnahme der unbchandelten Kontrolle durch Zugabe zum Kulturmedium von Phy- 
tohamagglutinin und Phorbol-12-myristat-13-acetat aktiviert und iiber einen Zeilraura von 72 h in Gegenwart der ange- 
gebenen Inhibitoren einzeln sowie in Kombination inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Zahl metabo- 
lisch aktiver Zeilen unter Verwendung des kommerzicll verfugbarcn WST-1 Zell-Proliferations-Assays (Takara Inc.) 
40 nach Angaben des Herstellers. 
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Beispiel 10 

Hemmung der Proliferation PHA-aktivierter, humaner mononuklearer Zellen (MNZ) durch die einzelne bzw. gleichzei- 
tige Gabe von Hemmstoffcn der DP IV (149 = Lys[Z(N02)]-thiazolidid) und der X-Pro-Aminopeptidase (APP) (Apsta- 

tin) 

Abb. 10 

[0026] Die mononuklearen Zellen (MNZ) wurden uber einen Zeitraum von 72 h in Gegenwart der angegebenen Inhi- 
bitoren einzeln sowie in Kombinadon inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Zahl metabolisch aktiver 
Zellen unter Verwendung des kommerziell verfugbaren WST-1 Zell-Proliferations- Assays (Takara Inc.) nach Angaben 
des Hcrstellers. 
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Patentanspriiche 

1. Verwendung von Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) sowie von Enzymen mit gleicher Substratspe- 
zifitat (DP IV-analoge Enzymaktivitat) in Kombination mit Inhibitoren der Alanyl-Aminopeptidase (Aminopepti- 
dase N, APN) bzw. Enzymen gleicher Substratspezifitat (APN-analoge Enzymaktivitat), der X-Pro-Aminopepti- 
dase (Aminopeptidase P, APP), des "angiotensin-converting enzyme" (ACE) und/oder der Prolyloligopeptidase 
(POP, Prolyloligopeptidase, PEP) zur superadditiven Hemmung von Aktivierung, DNS-Synthese und Proliferation 
humaner T-Lymphozyten bzw. mononuklearer Zellen. 

2. Verwendung nach Anspruch 1 , worin die Inhibitoren der DP IV bevorzugt. Xaa-Pro-Dipeptide (Xaa = a- Amino- 
saurc bzw. seitenkettengeschutztes Derivat), cntsprechende Dcrivatc, vorzugsweise Dipepudphosphonsaurediaryle- 
ster, Dipeptidboronsauren (z. B. Proboro-Pro) und deren Salze, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (Xaa = Ct-Ami- 
nosaure, n = 0- 10), entsprechende Derivate und deren Salze bzw. Aminosaure (Xaa)-amide, entsprechende Deri- 
vate und deren Salze sind, wobei Xaa eine a-Aminosaure bzw. ein seitenkettengeschutztes Derivat, vorzugsweise 
IS^^-Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin, L-Prolin, L-Tryptophan, L-Isoleucin, L-Valin ist und als Amidstruktur cy- 
clische Amine, z. B. Pyrrolidin, Piperidin, Thiazolidin und deren Derivate fungieren. 

3. Verwendung nach Anspruch 1, worin Aminosaureamide, z.B. ^^Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin-thiazoli- 
did, -pyrrolidid und -piperidid sowie das entsprechende 2-Cyanothiazolidid-, 2-Cyanopyrrolidid- und 2-Cyanopipe- 
rididderivat bevorzugt als DP IV-Inhibitoren eingesetzt werden. 

4. Verwendung nach Anspruch 1, wobei als Inhibitoren der APN bevorzugt Actinoin, Leuhislin, Phebestin, Ama- 
stin, Probestin, P-Aminothiole, a-Aminophosphinsauren, a-Aminophosphinsaurederivate, vorzugsweise D-Phe- 
y[PO(OH)-CH 2 ]-Phe-Phe und deren Salze 

als Inhibitoren der APP bevorzugt Apstatin, (2S,3R)-HAMH-L-Prolin, (2S,3R)-HAPB-L-Prolin, die entsprechen- 
den L-Prolinmethylester, (2S,3R)-I^M II - / ( 2 ^^ R )- I ^ APB -Py rrolidide ' -thiazolidide (I-IAMH = 3 Amino-2-hy- 
droxy-5-methyl-hexanoyl, PIAPB = 3- Amino-2-hydroxy-4-phenyl-butanoyl) und deren Salze 
als Inhibitoren des ACE bevorzugt Captopril, Enalapril, Lisinopril, Cilazopril und deren Salze 
als Inhibitoren der POP (PEP) bevorzugt Postatin, Eurystatin A oder B, f^-gcschutztc Pcptidaldehydc, vorzugs- 
weise Benzyloxycarbonyl-L-Prolyl-L-Prolinal bzw. Benzyloxycarbonyl-L-Thioprolyl-L-Thioprolinal, N*-ge- 
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schutzte Aminosaurc(Xaa)-pyrrolidide bzw. -thiazolidide (Xaa = a-Aminosaure, bcvorzugt L-Alanin, L-Valin, L- 
Isoleucin) sowie die entsprechenden 2-Cyanopyrrolidid- bzw. 2-Cyanothiazolididderivate, substratanaloge N*-ge- 
schutzte Peptidphosphonsaurediarylester bzw. Peptiddiazo-methylketone bzw. Peptidammoniummethylketone und 
dcren Salze 
fungieren. 

5. Verwendung von Inhibitorkombinationen nach einem der Anspriiche 1 bis 4 zur Vorbeugung und Therapie von 
Autoimmunerkrankungen, vorzugsweise Rheumatoide Arthritis, Lupus erythematodes, Multiple Sklerose, IDDM, 
Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa, Psoriasis, Neurodermitis, Glomerulonephritis, interstitielle Nephritis, Vaskulitis, 
autoimmune Schilddriiscnerkrankungen oder autoimmunhamolytische Anamic, sowie andercn chronischen Erkran- 
kungen mit entziindlicher Genese wie Allergien und Arteriosklerose. 

6. Verwendung von Inhibitorkombinationen nach einem der Anspriiche 1 bis 4 zur Unterdriickung von Transplan- 
tat-Abstossung und zur Therapie von Tumorerkrankungen. 

7. Pharmazeutische Zubereitungen, umfassend Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) oder DP IV-analo- 
ger Enzymaktivitat in Kombination init Inhibitoren eines der Enzyme Alanyl- Aminopeptidase ( Aminopeptidase N, 
APN) bzw. Enzyme gleicher Substratspezifitat (APN-analoge Enzymaktivitat), X-Pro- Aminopeptidase (Amino- 
peptidase P, APP), "angiotensin-converting enzyme" (ACE) und Prolyloligopeptidase (POP, Prolylendopeptidase, 
PEP) und in Kombination mit an sich bekannten Trager-, Zusatz- und/oder Hilfsstoffen. 

8. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 7, umfassend als Inhibitoren der DP IV bevorzugt Xaa-Pro-Dipep- 
tide (Xaa = a-Aminosaure bzw. seitenkettengeschiitzte Derivate), entsprechende Derivate, vorzugsweise Dipep- 
tidphosphonsaurediarylester und deren Salze, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (Xaa = a-Aminosauren, n = 
0-10), entsprechende Derivate und deren Salze bzw. Aminosaure (Xaa)-amide, entsprechende Derivate und deren 
Salze, wobei Xaa eine a-Aminosaure bzw. seitenkettengeschutztes Derivat, vorzugsweise NM-Nitrobenzyloxycar- 
bonyl-L-Lysin, L-Prolin, L-Tryptophan, L-Isoleucin, L-Valin ist und als Amidstruktur cyclische Amine, z. B. Pyr- 
rolidin, Piperidin, Thiazolidin und deren Derivate fungieren. 

9. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 7, umfassend als Inhibitoren der DP IV vorzugsweise Aminosau- 
reamide, z. B. ^^-Nitrobenzyloxycarbonyi-L-Lysin-thiazolidid, -pyrrolidid und -piperidid sowie das entspre- 
chende 2-Cyanothiazolidid-, 2-Cyanopyrrolidid- und 2-Cyanopiperididderivat. 

10. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 7 umfassend als Inhibitoren der APN, APP, ACE und POP (PEP), 
vorzugsweise Actinoin Leuhistin, Phebestin, Amastin, Probestin, ^-Aminothiole, a-Aimnophosphinsauren, a-Ami- 
nophosphinsaurederivate, bevorzugt D-Phe-y[PO(OH)-CH 2 ]-Phe-Phe und deren Salze als APN-Inhibitoren, 
Apstatin, (2S,3R)-HAMH-L-Prolin, (2S,3R)-HAPB-L-ProUn, die entsprechenden L-Prolinmethylester, (2S,3R)- 
HAMH-/(2S,3R>HAPB-pyrrolidide, -thiazolidide (HAMH = 3-Armno-2-hydroxy-5-methyl-hexanoyl, HAPB = 3- 
Amino-2-hydroxy-4-phenyl-butanoyl) und deren Salze als APP-Inhibitoren, 

Captopril, Enalapril, Lisinopril, Cilazopril und deren Salze als ACE-Inhibitoren, 

Postatin, Eurystatin A oder B, l^-geschiitzte Peptidaldehyde, vorzugsweise Benzyloxycarbonyl-L-Prolyt-L-Proli- 
nal bzw. Benzyloxycarbonyl-L-Thioprolyl-L-'Iliioprolinal, Na-geschutzte Aminosaure(Xaa)-pyrrolidide bzw. - 
thiazolidide (Xaa = a-Aminosaure, bevorzugt L-Alanin, L-Valin, L-Isoleucin) sowie die entsprechenden 2-Cyano- 
pyrrolidid- bzw. 2-Cyanothiazolididderivate, substratanaloge N'-geschutzte Peptidphosphonsaurediarylester bzw. 
Peptiddiazo-methylketone bzw. Peptidammoniummethylketone und deren Salze als POP (PEP)-Inhibitoren 
fungieren. 

11. Pharmazeutische Zubereitung nach einem der Anspriiche 7 bis 10, umfassend zwei oder mehrere der Inhibito- 
ren der DP IV bzw. DP IY-analoger Enzymaktivitat, der APN bzw. APN-analoger Enzymaktivitat, des ACE, der 
POP (PEP) und der XPNPEP2 in raumlich getrcnntcr Formulierung in Kombination mit an sich bekannten Trager-, 
Hilfs- und/oder ZusatzstorTen zur gleichzeitigen oder zeitlich unmittelbar aufeinanderfolgenden Verabreichung mit 
dem Ziel einer gemeinsamen Wirkung. 

12. Pharmazeutische Zubereitung gemaB Anspriiche 7 bis 11 fur die systemische Anwendung zur oralen, transder- 
malen, intravenosen, subcutanen, intracutanen, intramuskularen, rektalcn, vaginalen, sublingualcn Applikation zu- 
sammen mit an sich bekannten Trager-, Hilfs- und/oder Zusatzstoflen. 

13. Pharmazeutische Zubereitung gemaB Anspruche 7 bis 11 fur die topische Anwendung in Form von z.B. 
Cremes, Salben, Pasten Gelen, Losungen, Sprays, Liposomen, Schuttelmixturen, Hydrokolloidverbanden bzw. an- 
dercn dermatologischen Grundlagen^/ehikeln, einschlieBlich instilativer Applikation. 
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